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論 文 内 容 要 旨
過去20余 年 来,各 種 の海 産 動物 の種苗 生産 技術 開肇研 究 が進 め られ,企 業化 へ の道 を歩 ん で い
る。 そ の内二 枚 貝 類 関 係に っ い て見 る と,未 だ実験 の域 を出 てい な い ものが大 部 分 で あ る。 これ の
原 因 の一 っ に幼 生,稚 貝期 の 有用餌 料生 物 の量 産技 術 の朱開発 があげられ 観 今 日ま で二 枚貝 類 の幼
生 に餌 料 と して用 い られ た微 細 藻 類 は,海 産珪 藻類 のChaetoc前oscaIcitransf.pumnus,
GycloteUananaは もと よ り,有 色 鞭毛 藻 のMonochrysislutheri,Isochrysis
galbanaを 含 む 約10余 種 にのぼ るが,こ れ の生産 に は未 だ に他 種 の藻 の研 究 で 開発 され た既存
培地 を利 用 してい る 現況 で あ る。 しか し,そ れ らの培 地 は必 ず しも生産 性 が 高 くな く,こ の ような
培 地 を 万能 と考 え て今 後 も利用 す る以上,餌 料 生 産 は もとよ り,二 枚貝 類 の種 苗 生産 の進展 も望 め
ぬ で あろ う。 加 え て餌 料生 物 の生産 に用 い られ てい る既 存培 地 の調 整 に 関す る方 法論 も明 らか でな
い の で,種 苗 生 産 に たず さ わ つてい る著者 らが,実 績 向 上 を期 す るた め の実 用培 地 の 開発 面 で非 常
な 不便 を感 じて い る。
そ こ で今 回著 者 ま,こ μ まで;枚 貝 類 の人 工 採苗 や,最 近 ウニ類 の 人工採 苗 に も活用 され る よ う
に な っ て きた海 産 の微 細 藻 類 の 円心 目珪 藻Chaetoceroscalcitransf.pumiiusTAKANO
を 用い,一 っの 方伝 論 に基 づ い て実 用 培地 の開 発 に着 手 した。 そ の結果,著 し く本 種の 高 密度 生 産
が可 能 な培 地 を 調整 す るこ とが で きた ので,こ ㌧に,こ の培 地 を本種 生 産 用 の実 用培 地 と定 め,
TESW-1培 地 と命 名 し発表 す る亡 共 に,考 察 を交 え て今 回の 培地 開 発 の方 法論 に っ い て論 ず る
次 第 であ る。
1.材 料
海 産 円心 目珪 藻Chaetocerosca1citransf.pumilusT㎜0(以 下 本種 と呼 称)
は単 細胞 で,標 準型 栄 養細 胞 の長 殼 帯 観 は角 形(5×3μ ～6×6μ,4×6μ)で あ り,そ の四 角 か ら 、
放射 状 に1本 ず っ計4本 の刺 毛 を 出 す。 しか し,培 養 中 の直 線増 加 期 の後 半 か ら小 型(直 径5～5
μ),中 型(直 径6～7μ)の 球 形栄 養細 胞 と な り,定 常期 には直 径8～15μ 位 の分裂 能 力 のない
、大型 球 形綿 胞 とな る。 ま た培 養条 件 の 悪化(光,.栄 養 塩 の過 剰)で 標 準形 栄 養細 胞 は長 形,分 枝 形,
ら線 形 に変 形 し,更 に不定 形化 して槌 色壊 死 す る。
2.方 法 .、
1)実 験 前 の細 胞処 理
保 存 培養 中の 細胞 は 小,中,大 型 球 形化 し てい る こ とが 多い の で,実 験 前 に一 度 新 しい培 地 に数
万cells/ml接 種 し,約5×106ceUs/mlま で に増 し,全 細 胞 を旺 盛 な分裂 増殖 可能 な角 形
細胞(標 準 形栄 養細 胞)と して用 い た。 た 冥 し,未 だに本 種 の無 菌 化 に成 功 して いな い。
2)培 養 実 験 装 置
コン プ レ ッサ ー の空 気 を 蒸留 水 で洗 い,綿 濾 過 の末,連 続 照 光下 の培 養容 器 に連 続通 気 した。 こ
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の 光源 は ナ シ ・ナル ・ハ イ ライ ト白色 螢光 管(50,40W)で,波 長 域 は5～$00nm,輻 射 エ ネ
ル ギー量 はY=10.4x〔x:照 度(K坤x),Y:輻 射 エ ネル ギー量(W/m2)〕 で算 出で きる。
5)培 養 条件
培 養 に は1PO・1・`POml・51容 早 の 平 底 プ ラ ス'と100m皇 容 量 の 扁 平 ブ ラス'を 用 い
、
・た が,実 験 培 養 は 総 じ て 容 畢 の 形 と 容 量 を 加 味 し,2～41～luxの 照 度 下 で,通 気 量0.8～2.O
L/L/min.,培 養 温 度19～25℃,培 地 のpHZ6～82,比 重21.0～25.2の 条 件 で 行 な っ
た。
4)生 産効 果 の判 定
増 殖過 程 で の各種 培 養条 件 の影 響 は,開 始 後 約5日 目頃 か ら現われ,早 い場 合 は7日 目, 、遅 くて
も13日 目に は優劣 が 明確 に で きるの で毎 日の検 鏡 結 果か ら状 況 判断 し,お ＼哲 ね前 記 の7㌘13
日間 の間 の適 当 左時 期 に効 果 判定 を行 なっ た。 効 果 判定 に は細 胞数(cens/ml),P.C.V
(m且/1)及 びChlorophyU量(μ 琴/nDの いず れか2測 定 値,或 いは5測 定 値 を用 いた 。、
効 果 判 定 時 で の 判 定 基 準 ば3① 直線 増 加期 の途上 に あっ て,分 裂 中 の標 準形 細 胞 が大:量に得
られ る培養 条件 は 良,② 細 胞 が 球形 化 して も直線 増 加期 の途上 にあ り,旺 盛 な分 裂増 殖 の過 程 に
あ っ て,し か も生 産量 の大 きな培 養条 件 を良 と した。 しか し,③ す で に細胞 が 大型 球 形 化,或 い
は不 定 形化 して定常 期 に至 り,生 産量 も低 い培 養条 件 を 不 良 と定 め た。
表1.選 択 し た 栄 養 塩














































検 討 す る 要 素 はF。,N,M。,C。,P,Si,M。 毒 とN。,EDTAと した が(表D,最 初
h
に表2の 基 本 培地(以 下B.M.と 呼 称)を 作 る。 そ して表5の 第1次 培 地 開発 行程 の初 期 で,・個 々
にFe,N,Mn,Go、 の増殖 適 添加:量を求 め,B.M.を この量 で調整 し直 して,保 有生 産 力を
増 強 した改変B.M.(Fe',Nノ,Mnノ,Go)を 作 る。 次 に この培 地 で 各要 素 の増殖 適添 加量 を
煩 次に一 っず っ 求 め る。 この実 験 の過 程 で,B。M.(Fe',N,,Mnノ,Co)を 各実 験 ご とに得
られ た要 素 の増 殖 適添 加 量 で改 変 しっ ㌧培 地 開発 を進 め て,第1次 培 地改 変 行程 終 了 時 にB.虹
(Fe',N',Mb',Co,P',Md,Na2EDTAI,Si')が できる。 これ をTBSW一 亀培 地 と仮 称す る。
この方 法論 に従 え ぱ,開 発 行程 で得 る各 要 素 の増 殖 適添 加量 は,常 に それ 以 前 に添加,或 い は含
有 す る要 素 の相 互 干 渉 を受 け 左が ら,バ ランス 良 く決 定 され る と考え る。 しか しなが ら,更 に も う
一度:方法 論 の正 当性 を確 認 す るた め
,次 の ような第2次 培 地 開 発行 程 を計 画 した。 そ れ は第1次 培
地 開 発行 程 の終 りにで きたTESW-1培 地 中 の要 素 の増殖 適 添 加量 に変動 が 有 るか 否か を確 認 す
る行 程 であ る。
表3.培 地 開 発 行 程 表


















適正 量 のN,P添 加TESW-1培 地
lF軌.適 正添加量の再検討)




1)'第1次 培 地 開 発行 程
当 初 のB。M.(表1)の 保有 生 産 力 の増 強 のた め 個 々の培 養実 験 でFe,N,Mn,Coの 増 殖適
添 加 量:を求 め た。 そ の 結果1.03mgFe/L52.6mgN'/1,1.59mgMnノ/L24.7-5ア1・
μ9』Co/且 を得,こ れ らの量 で第1次 改 変 基 本 培地B.M.(Fe',N',Mn',Co)が 作 られた。
これ らの増殖 適 添 加 量 は,こ れ ま で 本種 の 生産 に便 宜的 に 用い られ て きた 各種 の既 存培 地 の それ ら
に此 較 す る と,Feが15～28倍,Nが3.2～ 習 倍,Mnが19～59倍,Coが27～186倍 に も
な っ た。 次 に この改 変B.M.でP,Mo,Na2EDTA,Siの 増殖 適添 加 量 を順 次一 要 素 ず つ求 め
た。 この間,改 変B.M。 を各要 素 の検 出実験 の都 度,実 験 で得 た 増殖 適添 加量 で改 変 しつ ＼進 めた。
こ の結果8・68mgP/1,1・25mgMo/し16mgNa2EDTA/1,8・45mgSil/iの 増 殖 適
添 加 量 を得 た。 これ らの量 は便 宜 的 に用 い られ て きた 各種 の既 存 培地 のそ れ らに比 較 す る と,Pが
2.5～8.7倍,Moが47～52倍,Na2EDTAが4～15倍,・Slが96～5血7倍 とな り,こ の終 了
段 階 で調 整 され た 表4の 仮 称 の 饗ESW-1培 地 〔B.M.(N!,P,,Feノ,Mn,,Co,Mo,Na2
EDTA',Siノ)〕 は著 し く高濃 度 の要 素 を有す る保 有 生産 力の 高 い培地 と いえ る。
そ こで,次 の第2次 培 地 開 発行 程 で,TESW-1培 地 の各要 素 量 の変 動 の有無 に:つい て確 認 実
験 を行 なった。
2)第2次 培地 開発行 程
前 行 程 終了 時 完成 したTESW-1培 地 の中 の7要 素 とNa2EDTAの 内,先 ずB.M.の 初 期改
変 に 関与 したN,Fe,Goと,そ の後 の 開発行 程 に 関与 したP,Moの5要 素 どNa2E1)TAの
合 計6種 の増 殖 適添 加量 に っい て再検 討 した。 そ の結 果 これ ら6種 の増 殖適添 加量 に変動 が 左か っ
た。 特 にB.M.の 初期 改 変 に関 一与 したN,Fe,Co量 に 変動 が なか った のは,幸 い に これ ら5種 の
相互 干 渉作 用 が極 め て弱 か っ たた め と考え てい る。 従 っ てSiに っい て も同様 と判 断 し,検 討 を省
略 した。
よっ て,こ こに海水 ・11当 り526mgN,8.68mgP,8.45mgSi,1。05m菖Fe,1.59
mgM・,5ス1μgC・,t25mgM・,16mgN・,EDTAに*5%T・i・b・ff・ ・(pHZ4
-75)を1～2ml添 加 した最 終 的 なTESW-1培 地 が完成 した(表4)。
5.'考 察
今 回 調 整 したTESW-1培 地 に細 胞 を8×104～105cens/n1接 種 して,13日 間 にわ た
る 生産 実 験 を行 なった とこ ろ,当 初 調 整 したB.M.の 生産 量 に 比 し,100ml容 量 平底 フ ラス コ で







































は 細 胞 数 で 約1.4倍q、64×107cens/ml),P.C.V.で 約1.7倍(0.87.m且/1),・
ChlorophyU量 で 約1.5倍(1Z5μg/ml)と な っ た が,更 に2日 後 の15日 目 に は,細 胞 数
は 約1.8倍(2,12MO7ceUs/nl)に も達 した 。 一 方,TESW-1培 地 の51容 量 平 底 フ ラ
ス コ培 養 で も,15日 後 に 細 胞 数 で257x107cells/n1,P .C.V.で1.28ml/1,
ChbrophyU量:で22.0μg/nlを 得,更 に2日 後 の15日 目 に は,細 胞 数 は2.94×107
cells/mlに も 及 び,未 だ 増 殖 は 庫 線 増 加 期 の 後 期 に あ っ た 。
よっ て こ の 培 地 は 本 種 の 高 密 度 生 産 に 著 効 の あ る こ とか ら,こ れ をTESW⊥1培 地(TAKEDA
enriched.seawater-1)と 命 名 し,本 種 の実 用 培 地 と し て 発 表 し,研 究 を 完 結 す る。
β・ 総 括 ・
こ＼に実験結果を考察 し,得 られた培地開発行程を模式化すると表5の と詮りである。即ち,
ハ!戸
培地開発行程を2次 に分け,第1次 行程で妹,初 めに定めたB。M.で 順次7,鷲,を
検討するが,ζ の行程で各要素の増殖適添加量はそれ以前の既存要素の相互干渉を受けてきまり,
容易に,し かも短期間に第1次 改変基奉培地が調整さμ る。そして確認の意味から,第2次 培地
開発行程で,第1次 改変基本培地の各組成量を順次一つずっ確認する。各要素の増殖適添加量に
変動がなければ,第1次 改変基本培地は理想培地に最 も近いものであり,万 一,こ の開発行程の
段階で増殖適添加量に変動があれば,そ の時点で改変し,同 じく理想に近い培地とすることがで
き、る。 もし必要があれば,同 じよ、うな確認方法の第5.次開発行程も考える。 しか し,今 回の著者
の実験から,第1次 培地開発行程の終了段階で,理 想に最 も近い培地が調整できることを示 して
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表5.培 地 開 発 方 法 論 模 式 表
第1次 培 地 開 発 行 程





i(M。,…,。 、,・DTA添 櫨 の検 討)
も
第1次 改変基本培地






i(壷 。,…,・ 、、・D・A添 慮 の 再検 討)
培 地 完 成
いる。 よって,培 地調整の過程で相互干渉を受けっ＼,順 次要素量を決定する方法論は,培 地調
整上不可欠のもので,他 の多種の藻類の生産培地開発にも,広 く適用出来るものと確信する。
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改変した上で,次 の栄養素の適濃度を求める方法に切りかえ,前 記7栄 養素等の濃度を改変した培地
を得た。
この改変培地について,各 栄養素等の濃度を再検討 したが再改変の必要を認めなかったこと,ま た
生産性は在来培地の何れよりも格段に高いことから,一 応限界に近い高生産培地と認め,TESW-
1と 名付けた。
開発経過か ら,実 用培地開発の方法として,既 存の高生産性培地から出発し,一一栄養素の適濃度を
求めた時に培地を改変し,そ の上で次の栄養素を検討 し,こ れを反覆する。全栄養素の改変を終った
時に,さ らに第2次 の検討,改 変を加えることが,各 要素間の相互干渉もおりこみつつ,早 く限界的
な高生産培地に到達しうることを提唱した。
本研究は,多 種の栄養素を含む培地の改良を根気強 く達成し,限 界に近い高生産性培地を開発しえ
たこと,ま たその経過か ら早く限界的な高生産培地に到達する方法論を樹立したことは,二 枚貝等の
種苗の産業化に大きく貢献するものと認め,学 位を授与するに十分な価値をもつものと判定 した。
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